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PROCEDES IMMUNOCHROMATOGRAPHIQUES EN PHASE SOLIDE 

La presente invention concerne un procede de d6tection d'un 
analyte dans un echantillon liquids. 
5 Les tests immunochromatographiques en phase solide sont bien 

connus de I'homme du metier. Ces tests mettent en ceuvre un support solide 
poreux au sein duquel I'echantillon et les reactifs migrent par diffusion 
capillaire. On connatt notamment les dispositifs dans lesquels le support solide 
se presente sous la forme d'un « dip-stick ». Ces tests utilisent un support 

10 solide chromatographique comportant une zone de detection sur laquelle est 
immobilise un reactif de capture specifique de Panalyte. Ce support solide est 
mis en contact avec une solution comprenant d'une part I'echantillon a tester et 
d'autre part un reactif de liaison marque specifique de I'analyte. Cette solution 
migre par diffusion capillaire dans le support solide jusqu'a la zone portant le 

15 reactif de capture immobilise. Dans un test sandwich, le reactif de liaison 
marque se lie a I'analyte alors que ce dernier est immobilise sur le support 
solide par le reactif de capture. La presence ou I'absence de I'analyte dans 
I'echantillon est ainsi mesuree par la detection du reactif marque. 

EP 0 284 232 decrit des tests immunochromatographiques en 

20 phase solide dans lesquels le support solide porte directement, sous forme 
lyophilisee ou deshydratee, le reactif de liaison conjugue a un marqueur 
particulaire. Le reactif conjugue avec le marqueur particulate est immobile 
sous forme lyophilisee mais devient mobile dans le support solide a I'etat 
humide. Ainsi, lorsque le support solide est mis en contact avec un echantillon 

25 liquide, ce dernier migre par diffusion capillaire dans le support entraTnant le 
reactif de liaison conjugue au marqueur particulaire. Dans ces tests, il n'est pas 
necessaire de melanger prealablement le reactif conjugue et I'echantillon et 
tous les reactifs necessaires au test sont done integres au support solide. De 
plus, le reactif de liaison marque specifique de I'analyte est marque avec un 

30 marqueur particulaire detectable par observation directe: Aucune manipulation 
supplemental n'est done necessaire pour lire le resultat du test. Ces tests ne 
necessitent done que tres peu de manipulations et sont d'un usage facile et 
rapide. 

EP 0 291 194, EP 0 560 411 et EP 0 560 410 decrivent egalement 
35 des dispositifs de test dans lesquels le reactif de liaison conjugue a un 
marqueur particulaire est porte par le support solide. De plus dans ces 
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dispositifs, !e support solide est incorpore dans un boTtier pourvu d'une 
ouverture pour ie depdt de I'echantillon et d'une fenetre d'observation pour la 
lecture des resultats. Le boTtier facilite la prehension du dispositif et protege le 
support solide. En outre, ces brevets decrivent egalement des dispositifs dans 
5 lesquels I'une des extremites du support solide est saillante par rapport au 
boTtier pour faclliter le depot de I'echantillon liquide. Cette extremite saillante du 
support solide peut ainsi etre directement mise en contact avec un flux d'urine 
par exemple. 

WO 00/00288 decrit des dispositifs ameliores comprenant un 
10 boTtier et un support solide. Le support solide etant pourvu d'un organe de 
captation mobile pour une meilleure collecte de I'echantillon. 

EP-A1-0 458 231 concerne des tests immunologiques en phase 
solide pour la detection d'un analyte dans un echantillon liquide. Ces tests 
mettent en ceuvre un support solide, typiquement une membrane, sur laquelle 
15 est immobilise un reactif de capture de I'analyte. Apres depdt de I'echantillon, 
I'analyte immobilise sur le support solide est detecte a I'aide d'un reactif de 
liaison conjugue a I'urease. Ce document decrit des precedes dans lesquels 
I'echantillon puis le reactif de liaison marque sont deposes sur le support 
solide. 

20 EP-A2-0 462 376 decrit des tests immunochromatographiques a 

migration laterale. Les test decrits mettent en oeuvre un reactif de liaison 
conjugue a un marqueur particulaire. Ce document decrit des tests dans 
lesquels I'echantillon et le reactif de liaison conjugue sont appliques 
separement sur le support solide ou combines prealablement au dep6t sur le 

25 support pour former une solution test. De preference, le reactif de liaison 
conjugue est incorpore au support chromatographique. 

US 6,008,056 decrit des dispositifs automatises pour 
rimmunochromatographie laterale. Le reactif de liaison marque est incorpore 
au support solide ou melange avec I'echantillon avant ou lors du depot sur le 

30 support chromatographique. 

EP-A1-1 020 726 decrit des tests immunochromatographiques a 
migration laterale. L'echantillon est depose sur le support avant le reactif de 
liaison marque ou un melange comprenant I'echantillon et un ou plusieurs 
reactifs marques est depos§ sur le support. 



WO 2004/088320 



PCT/FR2004/000775 



3 

WO-A1-97 09620 decrit des precedes de detection d'un analyte 
dans un echantillon par immunochromatographie quantitative ou semi 
quantitative. Le reactif de liaison marque est incorpore au support solide. 



5 Cependant, ces tests immunochromatographiques en phase solide 

presentent parfois une sensibilite et une reproductibilite insuffisantes. Ce 
probleme se pose plus particulierement pour la detection d'analytes presents a 
une faible concentration ou par la detection d'analytes dans un echantillon de 
nature complexe tel que du sang total par exemple. De plus, en raison de ces 

10 deficiences de tels tests ne conviennent que pour determiner I'absence ou la 
presence d'un analyte dans un echantillon et ne permettent done que 
I'obtention d'un resultat qualitatif. Des mesures plus quantitatives ne sont que 
difficilement realisables. En outre, on observe frequemment un bruit de fond 
important ainsi qu'un effet de zone (ou « Hook effect ») qui alterent la lisibilite 

15 du resultat. L'effet de zone est un effet indesirable bien connu dans les tests 
immunoiogiques. II se produit lorsque I'analyte est present dans I'echantillon a 
une concentration tres elevee. L'effet de zone peut alors conduire a un resultat 
negatif concluant de facon aberrante a I'absence de I'analyte dans I'echantillon. 

Pour remedier a ces inconvenients la presente invention propose 

20 des precedes immunochromatographiques en phase solide permettant 
d'obtenir une sensibilite et une reproductibilite accrues tout en limitant le bruit 
de fond et les effets de zone. Les precedes selon I'invention sont 
particulierement adaptes a des echantillons de nature complexe tel que du 
sang par exemple. Etant donne que le bruit de fond est diminue alors que la 

25 sensibilite et la reproductibilite sont accrues, les precedes de la presente 
invention, permettent avantageusement de detecter plusieurs analytes 
differents de facon simultanee sur le meme support. De plus, I'analyte present 
dans I'echantillon liquide peut etre mesure et quantifie grace aux performances 
des precedes selon I'invention. 

30 Dans les precedes selon la presente invention, le reactif de liaison 

conjugue a un marqueur particulaire est ajoute extemporanement sous forme 
liquide. Ainsi, dans les precedes selon I'invention I'ordre de depot de 
I'echantillon et des divers reactifs revet une grande importance pour la 
performance du test de detection. 
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Dans un premier mode de realisation, le precede de detection d'un 
analyte dans un echantillon liquide selon invention comprend les etapes 
suivantes : 

a) on dispose d'un support solide poreux pourvu d'une zone de 
5 collection et d'une zone de detection, un reactif de capture etant immobilise 

dans la zone de detection ; 

b) on depose, separement et successivement, dans la zone de 
collection du support solide poreux: 

i) un reactif de liaison conjugue a un marqueur particulate, le 
10 reactif etant sous forme liquide, 

ii) I'echantillon liquide, 

c) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion 
capillaire du reactif de liaison conjugue a un marqueur particulate et de 
I'echantillon liquide depuis la zone de collection jusqu' a ia zone de detection 

15 du support solide poreux, 

d) on observe la mesure dans laquelle le reactif conjugue a un 
marqueur particulate se fixe dans la zone de detection. 

Avantageusement a I'etape b) on d6pose I'echantillon liquide en 
amont du r6actif de liaison conjugue a un marqueur particulate par rapport au 
20 sens de migration depuis la zone de collection jusqu' a la zone de detection du 
support solide poreux. 

La presente invention concerne egalement un procede de detection 
d'un analyte dans un echantillon liquide comprenant les §tapes suivantes : 

a) on dispose d'un support solide poreux pourvu d'une zone de 
25 collection et d'une zone de detection, un reactif de capture etant immobilise 

dans la zone de detection ; 

b) on depose, separement et successivement, dans la zone de 
collection du support solide poreux : 

i) un reactif de liaison conjugue a un marqueur particulate, le 
30 reactif 6tant sous forme liquide, 

ii) I'echantillon liquide, 

iii) un diluant sous forme liquide, 

c) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion 
capillaire du reactif conjugue a un marqueur particulate, de I'echantillon liquide 
et du diluant depuis la zone de collection jusqu' a la zone de detection du 
support solide poreux, 
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d) on observe la mesure dans laquelle le reactif de liaison conjugue 
a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de detection. 

La presente invention a egalement pour objet un precede de 
detection d'un analyte dans un echantillon liquide comprenant les etapes 
5 suivantes : 

a) on dispose d'un support solide poreux pourvu d'une zone de 
collection et d'une zone de detection, un reactif de capture etant immobilise 
dans la zone de detection ; 

b) on depose, separement et successivement, dans la zone de 
10 collection du support solide poreux: 

i) I'echantillon liquide, 

ii) un reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire, le 
r§actif etant sous forme liquide, 

iii) un diluant sous forme liquide, 

15 c) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion 

capillaire du reactif conjugue a un marqueur particulaire, de I'echantillon liquide 
et du diluant depuis la zone de collection jusqu' a la zone de detection du 
support solide poreux, 

d) on observe la mesure dans laquelle le reactif de liaison conjugue 

20 a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de detection. 

Avantageusement, a I'etape b) on depose le diluant sous forme 
liquide en amont du reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire et en 
amont de I'echantillon liquide par rapport au sens de migration depuis la zone 
de collection jusqu' a la zone de detection du support solide poreux. 

25 Dans un mode de realisation prefere de invention, le reactif de 

liaison conjugue a un marqueur particulaire et le reactif de capture immobilise 
dans la zone de detection permettent de detecter I'analyte par un test 
sandwich. 

Dans un autre mode de realisation prefere de invention , le reactif 
30 de liaison conjugue a un marqueur particulaire et le reactif de capture 
immobilise dans la zone de detection permettent de detecter I'analyte par un 
test de competition. 

Preferentiellement, le support solide poreux est un support solide 
poreux en forme de bande ou de bandelette chromatographique. 
35 Avantageusement, le support solide poreux est integre dans un 

support de prehension pourvu d'au moins une fenetre d'observation permettant 
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d'observer la mesure dans laquelle le reactif conjugue a un marqueur 
particulaire se fixe dans la zone de detection du support solide poreux. 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention, le support de 
prehension est pourvu d'au moins une ouverture permettant respectivement le 
5 depot de I'echantillon liquide, du reactif de liaison conjugue a un marqueur et, 
le cas echeant, du diluant sur la zone de collection du support solide poreux. 

Dans un mode de realisation avantageux de I'invention, le support 
solide poreux est integre dans un support de prehension pourvu d'au moins 
une fenetre d'observation permettant d'observer la mesure dans laquelle le 

10 reactif conjugue a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de detection 
du support solide poreux ; le support solide poreux etant egalement pourvu 
d'une premiere ouverture permettant le depdt dans la zone de collection du 
support solide poreux du reactif de liaison conjugu6 a un marqueur particulaire 
et d'une deuxieme ouverture, en amont de la premiere ouverture, permettant le 

15 depot dans la zone de collection du support solide poreux de I'echantillon 
liquide. 

Dans un autre mode de realisation avantageux de I'invention, le 
support solide poreux est integre dans un support de prehension pourvu d'au 
moins une fenetre d'observation permettant d'observer la mesure dans laquelle 

20 le reactif conjugue a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de detection 
du support solide poreux ; le support de prehension etant egalement pourvu 
d'une premiere ouverture, permettant le dep6t dans la zone de collection du 
support solide poreux du reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire 
et de I'echantillon, et d'une deuxieme ouverture, en amont de la premiere 

25 ouverture, permettant le dep6t dans la zone de collection du support solide 
poreux du diluant sous forme liquide. 

Preferentiellement, le support de prehension est constitue d'un 

boTtier. 

La presente invention a aussi pour objet un kit de detection d'un 
30 analyte dans un echantillon liquide comprenant a) un support solide poreux 
pourvu d'une zone de collection et d'une zone de detection, un reactif de 
capture etant immobilise dans la zone de detection, et b) un reactif de liaison 
conjugue a un marqueur particulaire sous forme liquide. 

Avantageusement, le kit de detection d'un analyte dans un 
35 echantillon liquide selon I'invention comprend en outre un diluant. 
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De preference, le support solide poreux est integre dans un support 
de prehension. 

Preferentiellement, le support solide poreux est integre dans un 
support de prehension pourvu d'au moins une fenetre d'observation pour 
5 observer la zone de detection du support solide poreux. 

Dans un mode de realisation prefere, le support solide poreux est 
integre dans un support de prehension pourvu d'au moins une ouverture pour 
le depdt de I'echantillon liquide et/ou du reactif de liaison conjugue a un 
marqueur particulaire et/ou du diluant dans la zone de collection du support 
10 solide poreux. 

Preferentiellement, le support solide poreux est integre dans un 
support de prehension en forme de bottier. 

Par « analyte », on entend toute entite chimique, biochimique ou 
biologique que Ton souhaite detecter dans un echantillon. Parmi les analytes 
15 detectes par les precedes selon la presente invention, on citera notamment les 
proteines, les peptides, les anticorps, les hormones, les steroTdes, les 
antigenes derives d'agents infectieux ou de cellules tumorales, les agents 
infectieux tels que les bacteries, les virus ou les parasites, les acides 
nucleiques (ADN ou ARN), les molecules therapeutiques, les drogues ou 
20 encore les antibiotiques. 

Par « detecter », on entend la determination de la presence ou de 
I'absence d'un analyte dans un echantillon mais aussi la mesure et la 
quantification d'un analyte dans un echantillon. En effet, les performances des 
precedes selon I'invention autorisent la realisation de mesures quantitatives ou 
25 semi quantitatives. 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention, I'analyte est 
la hCG (hormone choriogonadotropine) ou le PSA (antigene prostatique). 

Dans un autre mode de realisation particulier de I'invention, 
I'analyte est un acide nucleique. Dans ce cas, I'acide nucleique present dans 

30 I'echantillon est preferentiellement amplifie prealablement selon des techniques 
bien connues de I'homme du metier (PCR, etc.). De preference, cette etape 
d'amplification permet egalement de marquer I'acide nucleique amplifie en 
utilisant des amorces biotinylees ou par incorporation de nucleotides marques 
a la biotine par exemple. Alternativement, I'acide nucleique peut etre, par 

35 exemple, marque a la biotine a son extremite 3' a I'aide d'une terminate 
transferase appropriee. Avant le depdt I'echantillon est denature soit par choc 
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thermique soit en presence d'une solution de NaOH 0,2 N, EDTA 0,05 M ou de 
toute autre methode appropriee. Cette etape de denaturation permet d'obtenir 
des acides nucleiques simple brin. 

Par « echantillon liquide », on entend tout echantillon dans lequel 
5 I'analyte recherche est en solution ou en suspension. Get echantillon liquide 
peut notamment etre tout fluide biologique ou corporel. L'echantillon liquide 
peut egalement avoir ete obtenu directement ou indirectement a partir d'un 
fluide biologique ou corporel. L'echantillon peut egalement etre un extrait 
liquide d'un echantillon solide. 
10 Da ns un mode de realisation prefere de I'invention, l'echantillon 

liquide est de I'urine, du sang total, du plasma ou du serum. 

Les reactifs mis en ceuvre dans les proc6des selon la presente 
invention sont bien connus de I'homme du metier. 

Le reactif de liaison conjugue a un marqueur particulate et le 
15 reactif de capture sont specifiques de I'analyte recherche dans l'echantillon. 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention, le reactif de 
liaison conjugue a un marqueur particulate et le reactif de capture immobilise 
dans la zone de detection du support solide permettent de detecter I'analyte 
par un test sandwich. 

20 Dar »s un autre mode de realisation particulier de I'invention, le 

reactif de liaison conjugue a un marqueur particulate et le reactif de capture 
specifique de I'analyte immobilise dans la zone de detection du support solide 
permettent de detecter I'analyte par un test de competition. 

Les tests sandwich et les tests par competition sont bien connus de 

25 I'homme du metier. Dans un test sandwich, le reactif de capture specifique de 
I'analyte et le reactif de liaison marque sont predetermines pour se Her 
respectivement et specifiquement avec I'analyte, par exemple sur deux sites 
epitopiques, identiques ou differents de I'analyte. Dans un test par competition, 
le reactif de liaison marque est identique ou analogue a I'analyte, pour se lier 

30 avec le reactif de capture, en competition avec I'analyte. 

Par « reactif de capture», on entend toute entite chimique 
biochimique ou biologique susceptible de se lier specifiquement avec I'analyte. 

Dans le cas d'un test par competition, le reactif de capture se lie 
egalement au reactif de liaison. L'analyte et le reactif de capture forment 

35 typiquement un couple ligand/anti-ligand, antigene/anticorps, ADN/ARN ou 
ADN/ADN. Ainsi, si I'analyte est un antigene ou un haptene, le reactif de 
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capture est par exemple un anticorps specifique de I'analyte. Si I'analyte est un 
anticorps, le reactif de capture est I'antigene reconnu par I'anticorps ou un 
anticorps reconnaissant specifiquement I'analyte. Si I'analyte est un acide 
nucleique, le reactif de capture est par exemple une sonde ADN 
5 complementaire. 

Le reactif de capture immobilise est preferentiellement un anticorps 
polyclonal ou monoclonal ayant une forte affinite pour I'analyte et plus 
preferentiellement il s'agit d'un anticorps monoclonal. 

Le reactif de capture specifique de I'analyte est immobilise sur le 
10 support solide selon des techniques connues de I'homme du metier. Ce reactif 
de capture est immobilise de telle facon qu'il ne soit pas mobile a I'etat humide. 
Cette immobilisation peut s'effectuer par exemple par absorption ou par un 
couplage covalent. Lorsque le reactif de capture est un acide nucleique, il est 
par exemple fixe sur un support de type nitrocellulose par un traitement UV ou 
15 par toute autre technique connue de I'homme du metier. 

Par « reactif de liaison », on entend toute entite chimique 
biochimique ou biologique susceptible de se Her specifiquement avec I'analyte 
ou avec le reactif de capture en competition avec I'analyte. 

Par « lier » ou « liaison », on entend toute liaison forte, par exemple 
covalente ou toute liaison faible, par exemple du type antigene/anticorps ou 
avidine/streptavidine. 

Le reactif de liaison est par exemple un anticorps, un antigene ou 
un acide nucleique. 

Tout autre reactif de liaison connu de I'homme du metier peut etre 
utilise tel que un (ou des anticorps) monoclonal aux antibiotine, de I'avidine, de 
la streptovidine, ou de la polytroptavidine. Ces reactifs peuvent etre natrfs ou 
recombinants. 

Dans un test par competition, le reactif de liaison est par exemple 
I'analyte lui-meme ou un analogue approprie de I'analyte. Par analogue 
approprie de I'analyte, on entend un analogue se liant de maniere specifique 
au reactif de capture specifique de I'analyte. Le reactif de liaison marque est 
done I'analyte conjugue a un marqueur particulate ou un analogue de I'analyte 
conjugue a un marqueur particulaire. 

Dans un test de type sandwich, le reactif de liaison se lie de facon 
35 specifique a I'analyte. Le reactif de liaison marque est done par exemple un 
anticorps specifique de I'analyte conjugue a un marqueur particulaire. 
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Lorsque I'analyte est un acide nucleique marque a la biotine, !e 
reactif de liaison est typiquement un anticorps anti-biotine conjugue a un 
marqueur particulaire tel que de I'or colloidal par exemple. 

Le reactif de liaison est conjugue a un marqueur particulaire 
5 permettant une mesure ou une observation directe du resultat du test. Le 
marqueur particulaire peut etre observe directement a I'oeil nu lorsqu'il est 
concentre dans la zone de detection du support solide. La mesure du marqueur 
particulaire peut s'effectuer directement a I'oeil nu ou a I'aide d'un appareil de 
mesure. Cette mesure se fait par une observation directe ne necessitant pas 
10 de manipulation supplemental. Typiquement, les marqueurs particulates 
sont constitues de particules de petite taille insolubles dans I'eau et qui forment 
done des suspensions en phase liquide e'est-a-dire une dispersion de 
particules solides dans un liquide. 

Les marqueurs particulates sont bien connus de I'homme du> 
15 metier. On connaTt notamment les marqueurs particulates colores ou 
fluorescents. A titre d'exemple, on citera I'or colloidal, les particules de latex 
colorees, les particules de latex fluorescentes et les particules conjugues a 
I'avidine ou a la streptavidine. 

Parmi les marqueurs permettant une observation directe a I'oeil nu 
20 on citera aussi les marqueurs de type dextran (Hansen T.M., IVD Technology 
4, 35-40, 2003). Le reactif de liaison est alors conjugue a une chaine de 
dextran (derive de polysaccharide) portant des fluorophores. 

Le reactif de liaison est conjugue au marqueur particulaire selon 
des techniques connues. 

25 Dans les precedes selon la presente invention, le reactif de liaison 

conjugue a un marqueur particulaire est sous forme liquide. 

Par « reactif sous forme liquide», on entend tout reactif dans lequel 
le reactif de liaison est en solution ou en suspension. La preparation du reactif 
de liaison conjugue au marqueur particulaire sous forme liquide se fait selon 

30 des techniques decrites dans la litterature. Habituellement, le reactif de liaison 
conjugue est en solution ou en suspension dans une solution saline 
tamponnee. Cette solution peut egalement comprendre des agents stabilisants 
et d'autres composes tels que des anti-bacteriens ou des anti-fongiques. Parmi 
les agents stabilisants on citera par exemple la serum albumine bovine (BSA) 

35 et la caseine. 
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Dans certains procedes selon la presente invention, un diluant est 
utilise lorsque I'echantillon liquide est du plasma, du serum ou du sang total par 
exemple. Ce diluant migre dans le support solide entraTnant I'echantillon et le 
reactif de liaison marque. Typiquement ce diluant est compose d'une solution 
5 saline tamponnee, il peut egalement comprendre un detergent ou tout autre 
composant necessaire a la reaction. 

Dans les procedes de detection d'acides nucleiques, le diluant peut 
etre constitue d'un tampon d'hybridation. De tels tampons d'hybridation sont 
bien connus de I'homme du metier. 
10 Les supports solides poreux mis en ceuvre dans les tests 

immunochromatographiques selon I'invention sont bien connus de I'homme du 
metier (EP 0 284 232). La porosite du support permet la diffusion capillaire de 
I'echantillon et des reactifs a I'etat liquide ou humide. 

A titre d'exemple, le support solide poreux peut etre constitue de 
15 divers supports chromatographiques, de cellulose, de nylon, de nitrocellulose, 
de polyethylene ou de fibre de verre. 

Le support solide peut etre constitue d'une ou de plusieurs parties 
distinctes. Les differentes parties du support pouvant etre constitues de 
materiaux differents. Lorsque le support solide est constitue de differentes 
20 parties ou de differents materiaux, ces elements sont disposes de telle facon a 
permettre la continuity de I'ecoulement capillaire dans le support solide. 

De preference, le support solide poreux est un support solide 
poreux en forme de bande ou de bandelette chromatographique. 

Le support solide peut ainsi se presenter sous la forme d'une 
25 bande chromatographique constitute de plusieurs bandelettes superposes ou 
chevauchantes. 

Typiquement, le support solide poreux comporte une zone de 
collection de I'echantillon et une zone de detection portant le reactif de capture. 
Ces zones sont disposees de facon a permettre la continuity de I'ecoulement 

30 capillaire depuis la zone de collection jusqu'a la zone de detection. La zone de 
collection et la zone de detection sont deux zones distinctes et separees du 
support solide poreux. L'echantillon, le reactif de liaison marque et le cas 
echeant le diluant sont deposes au niveau de la zone de collection et migrent a 
travers le support solide poreux jusqu'a la zone de detection. Le support solide 

35 poreux est ainsi par exemple constitue d'une bande chromatographique dont 
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I'une des extremites constitue la zone de collection, la zone de detection etant 
situe a proximite de I'autre extremite de la bande. 

Ces zones peuvent par exemple etre presentes dans un meme 
plan sur une bande constitue d'un materiau unique. Avantageusement, un 
materiau specifique correspond a chaque zone du support solide. Un materiau 
absorbant poreux peut par exemple etre utilise pour la zone de collection de 
1'echantillon. 

La zone de collection de 1'echantillon du support solide peut ainsi 
etre constitue d'un organe de captation en materiau absorbant. Cet organe de 
captation peut etre directement mis en contact avec un flux d'urine par 
exemple. Le support solide peut egalement comprendre un organe de 
captation mobile tel que decrit dans WO 00/00288. 

La zone de detection du support solide poreux peut egalement 
comporter un deuxieme reactif de capture immobilise sur le support poreux en 
aval du premier reactif de capture. Ce deuxieme reactif de capture immobilise 
permet de controler le bon deroulement du test en verifiant par exemple la 
migration du reactif de liaison conjugue au marqueur particulate dans le 
support solide. Le deuxieme reactif de capture est par exemple un anticorps 
specifique du reactif de liaison. 

20 Dans ,es Precedes selon la presente invention, le reactif de liaison 

marque, 1'echantillon et le cas echeant le diluant sont deposes separement 
successivement et sous forme liquide dans la zone de collection du support 
solide. Le dep6t extemporane du reactif de liaison marque sous forme liquide 
avant 1'echantillon et/ou avant le diluant permet de diminuer bruit de fond et 

25 effet de zone tout en augmentant la sensibilite grace au contact immediat et 
total entre 1'echantillon et le reactif de liaison marque. La reproductible des 
precedes selon I'invention est egalement considerablement augmentee par le 
dosage precis du reactif de liaison marque ajoute sous forme liquide. 

De plus, dans les precedes selon la presente invention le depdt 

30 extemporane du reactif de liaison marque sous forme liquide avant 1'echantillon 
et/ou avant le diluant permet d'obtenir un effet de lavage qui conduit a une 
diminution du bruit de fond et de I'effet de zone. Ceci est particulierement 
avantageux pour la detection d'analytes dans un echantillon complexe tel que 
du sang par exemple. 

35 De facon avantageuse, 1'echantillon ou le diluant est depose dans 

la zone de collection en amont du reactif de liaison marque. 



WO 2004/088320 



PCT7FR2004/000775 



13 

Afin de contrdler la quantite de reactif de liaison marque depose sur 
la zone de collection du support solide poreux, ce depot s'effectue de 
preference a Paide d'une pipette, d'un goutte d goutte ou d'un flacon compte- 
gouttes. 

5 L'echantillon liquide peut 6galement etre depose a Taide d'une 

pipette, d'un goutte a goutte ou d'un flacon compte-gouttes. Dans un autre 
mode de realisation, le depot de Pechantillon est effectue en trempant la zone 
de collection du support solide dans Pechantillon liquide. Lorsque Pechantillon 
liquide est de Purine, la zone de collection du support solide peut aussi etre 
10 directement mise en contact avec un flux d'urine. 

Dans un mode de realisation prefere de Pinvention, le support 
solide poreux est integr§ dans un support de prehension. Ce support de 
prehension peut envelopper partiellement ou totalement le support solide 
poreux. Habituellement, le support de prehension est en forme de boTtier. 
15 Ces supports de prehension ou boTtiers sont notamment decrits 

dans EP 0 291 194, EP 0 560 41 1 , EP 0 560 410 et dans WO 00/00288. 

Le support de prehension facilite la manipulation du support solide 
poreux et protege celui-ci de Phumidite notamment. 

Le support de prehension peut etre constitue de materiaux divers 
20 tel que du carton, du carton plastifi6 ou plus preferentiellement de matieres 
plastiques. De fagon avantageuse, le support de prehension est constitue d'un 
materiau rigide et impermeable. 

Typiquement, le support de prehension est pourvu d'au moins une 
fenetre d'observation pour observer la zone de detection du support solide 
25 poreux. 

Dans un mode de realisation de Pinvention, le support solide 
poreux peut comprendre une zone de collection saillante par rapport au 
support de prehension pour le depot de Pechantillon liquide et/ou du reactif de 
liaison marque et/ou du diluant. 

30 Dans un autre mode de realisation de Pinvention, le support de 

prehension ou le boTtier comprend au moins une ouverture pour le depot de 
Pechantillon liquide et/ou du reactif de liaison marque et/ou du diluant dans la 
zone de collection du support solide poreux. 

L'invention sera mieux comprise a Paide des figures et des 

35 exemples ci-dessous : 
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Figures 

Figure 1 : Principes des precedes immunochromatographiques de I'invention 
5 Les regions grisees represented des parties du support solide constitutes d'un 
materiau absorbant. 

Figure 2 : Dispositif pour tests immunochromatographiques 

La figure 2 represente un dispositif comprenant un boitier comprenant un 

10 support solide poreux. Le boTtier est pourvu d'une ouverture (O) pour le depdt 
des liquides et d'une fenetre d'observation (F). La figure 2a represente le depot 
des liquides sur le support solide par I'ouverture dans le boTtier. La figure 2b 
montre un resultat negatif visible par la fenetre d'observation (F). La figure 2b 
montre un resultat positif pour un test sandwich visible par la fenetre 

15 d'observation (F). ' 

T= ligne de test, C= ligne de controle, 0= ouverture, F= fenetre d'observation. 

Figure 3 : Dispositif pour tests immunochromatographiques a deux puits 
La figure 3 represente un boitier comprenant un support solide poreux. Le 
20 boitier est pourvu de deux ouvertures distinctes (01 et 02) pour le depdt des 
liquides et d'une fenetre d'observation. La fleche indique le sens de migration 
par diffusion capillaire. 

01= ouverture n° 1, 02= ouverture n°2, T= ligne de test, C= ligne de controle. 

25 

Figure 4 : Exemples comparatifs avec diluant 

R= reactif de liaison marque, E= echantillon, D= diluant, T= ligne de test, C= 
ligne de controle. 

30 Figure 5 : Exemples comparatifs sans diluant 

R= reactif de liaison marque, E= echantillon, T= ligne de test, C= ligne de 
controle. 
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Exemoles 

Exemple 1 : Pr ecedes immunochromatoaraphiaues avec diluant 

5 Dispositif 

Les procedes ont ete mis en oeuvre avec les dispositifs representes a la figure 
2 et a la figure 3. 
Analvte et echantillnn 

L'analyte est I'antigene prostatique (PSA) detecte dans du serum. Le test 
10 pourrait etre realise de la meme facon avec du sang total ou du plasma. 
Reactifs et diluant 

Le reactif de liaison marque est un anticorps monoclonal ou polyclonal anti- 
PSA conjugue avec de Tor colloidal dans un tampon (PBS 0,1 M, pH 8) 
contenant de la serum albumine bovine (BSA 1%) comme stabilisant. 
15 Au niveau de la ligne de test de la zone de detection est immobilise un premier 
reactif de capture. Ce premier reactif de capture est un anticorps monoclonal 
ou polyclonal anti-PSA. 

Au niveau de la ligne de controle de la zone de detection est immobilise un 
deuxieme reactif de capture. Ce deuxieme reactif de capture est un anticorps 
20 monoclonal ou polyclonal dirige contre I'anticorps du reactif de liaison marque. 
Le diluant est constitue d'un tampon PBS (0,1 M, pH 8) contenant un detergent 
(0,05% Tween 20). 
Precedes 

Les differents procedes qui ont ete compares sont representes dans la figure 4. 
25 Les procedes A, B et C sont conformes a Invention. Dans tous les cas, la 

quantite d'echantillon et la quantite de reactif de liaison conjugue au marqueur 

particulate par test etaient identiques quelle que soit le precede considere pour 

ne pas fausser les resultats. 

Volume echantillon = 25 pi (Version A, B, C, D, E) 
30 Volume diluant = 1 00 pi (Version A, B, C, D), 1 50 ul (Version E). 

Volume reactif de liaison marque = 35 ul (Version A, B, C, D), identique mais 

sous forme deshydratee (Version E). 

Les procedes ont ete realises de la facon suivante : 

Version A 
35 l) Reactif de liaison marque 
2) Echantillon 
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3) Diluant 
Version B 

1) Echantillon dans ouverture 2 

2) Reactif de liaison marque dans ouverture 2 

5 3) Diluant dans ouverture 1 (en amont de J'ouverture 2). 
Version C 

1) Echantillon 

2) Reactif de liaison marque 

3) Diluant 
10 Version D 

1 ) Echantillon et reactif de liaison marque pre-melanges 

2) Diluant 
Version E 

1) Echantillon 
15 2) Diluant 

Dans ce dernier procede le reactif de liaison marque est directement porte par 

le support solide. 

Resultats 

Les performances obtenues pour chacun des precedes ont ete mesurees et 
20 quantifies a I'aide d'un reflectometre. L'effet de zone est evalue en utilisant un 
echantillon tres concentre en analyte. 



Procede 


Bruit de fond 


Effet de zone 


Sensibilite 


Reproductibilite 


A 


4 


5 


5 


4 


B 


5 


3 


4 


4 


C 


4 


4 


3 


4 


D 


4 


4 


r 2 


4 


E 


3 


2 


1 | 2 



Classification de 1 a 5 (1 le moins performant, 5 le plus performant). 

25 
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Exemple 2 ; Proc6d6s immunochromatoaraphiaues sans diluant 

Dispositif 

Les procedes ont ete mis en csuvre avec les dispositifs represents a la figure 
5 2 et a la figure 3. 
Analvte et echantillon 

L'analyte est rhormone choriogonadotropine (hCG) detectee dans de I'urine. 
Le test pourrait etre realise de la meme facon avec du serum ou du plasma. 
R6actifs 

10 Le reactif de liaison marque est un anticorps monoclonal ou polyclonal anti- 
hCG conjugue avec de I'or colloidal dans un tampon (PBS 0,1 M, pH 8) 
contenant de la s§rum albumine bovine (BSA 1%) comme stabilisant. 
Au niveau de la ligne de test de la zone de detection est immobilise un premier 
reactif de capture. Ce premier reactif de capture est un anticorps monoclonal 

15 ou polyclonal anti-hCG. 

Au niveau de la ligne de contrdle de la zone de detection est immobilise un 
deuxieme reactif de capture. Ce deuxieme reactif de capture est un anticorps 
monoclonal ou polyclonal dirige contre I'anticorps du reactif de liaison marque. 
Precedes 

20 Les differents procedes qui ont ete compares sont representes dans la figure 5. 

Les procedes A et B sont conformes a I'invention. Dans tous les cas, la 

quantite d'echantillon et la quantite de reactif de liaison conjugue au marqueur 

particulate par test etaient identiques quelle que soit le procede considere pour 

ne pas fausser les resultats. 
25 Volume echantillon = 100 pi (Version A, B, D); 100 pi + 35 pi (Version E) 

Volume reactif de liaison marque = 35 pi (Version A, B, D), identique mais sous 

forme deshydratee (Version E). 

Les procedes ont ete realises de la facon suivante : 

Version A 
30 1) Reactif de liaison marque 
2) Echantillon 

Version B 

1 ) Reactif de liaison marque dans ouverture 2 

2) Echantillon dans ouverture 1 
35 Version D 

1) Echantillon et reactif de liaison marque pre-melanges 
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Version E 

1) Echantillon 

Dans ce dernier precede le reactif de liaison marque est directement porte par 
le support solide. 
5 Resultats 

Les performances obtenues pour chacun des precedes ont ete mesurees et 
quantifiees a I'aide d'un reflectometre. L'effet de zone est evalue en utilisant un 
echantillon tres concentre en analyte. 



Procede 


Bruit de fond 


Effet de zone 


Sensibilite 


Reproductible 


A 


4 


4 


4 


4 


B 


5 


5 


1 


4 


D 


3 


1 


5 


4 


I E 


3 


3 


3 


2 



10 



Classification de 1 a 5 (1 le moins performant, 5 le plus performant). 

Exemple 3 : Proc ede de detection de la morphine (test competition^ 

15 Dispositif 

Ce procede a ete mis en ceuvre avec le dispositif represents a la figure 2. 
Analvte et echantillon 

L'analyte est la morphine detectee dans de I'urine. 
Reactifs 

20 Le reactif de liaison marque est un haptene morphine-BSA conjugue a des 
particules d'or colloidal dans un tampon (PBS 0,1 M, pH 8) contenant de la 
serum albumine bovine (BSA 1%) comme stabilisant. 

Au niveau de la ligne de test de la zone de detection est immobilise un reactif 
de capture. Ce premier reactif de capture est un anticorps monoclonal anti- 
25 morphine. 
Procede 

Depot de 35 pj de reactif de liaison conjugue au marqueur particulaire puis 
depdt de 150 pi d'urine dans le meme puit du boltier. Lecture des resultats 5 
minutes plus tard. 



WO 2004/088320 



PCT/FR2004/000775 



19 

Resultats 

Par rapport a un test mettant en ceuvre un support solide portant le reactif de 
liaison conjugue sous forme deshydratee, le bruit de fond est diminue et la 
reproductibilite est amelioree. 

5 

Exemole 4 : Pro cede de detection d'un acide nucleiq na 

Dispositif 

Ce procede est mis en ceuvre avec le dispositif represents a la figure 2. 

10 Le dispositif comprend une bandelette de nitrocellulose sur laquelle est fixee 
(par traitement UV ou par toute autre technique) une sonde specifique d'un 
acide nucleique d'E.coli ou de Chlamydia. La bandelette est incluse dans un 
boitier en plastique pourvu d'une ouverture pour le depot des reactifs et d'une 
fenetre d'observation. 

15 Analvte et echantillon 

L'analyte recherche dans I'echantillon est un ADN ou un ARN d' E.coli ou de 
Chlamydia. L'acide nucleique est prealablement amplifie selon des methodes 
classiques comme par exemple la PCR. Le marquage de I'ADN est realise au 
moyen d'amorces biotinylees ou par incorporation de nucleotides marques a la 

20 biotine. Alternativement, I'extremite 3' des acides nucleiques est marquee a la 
biotine a I'aide d'une terminale transferase. 
Reactifs 

Le reactif de liaison marque est un anticorps polyclonal de lapin anti-biotine 
marque a I'or colloidal. 
25 Le tampon d'hybridation est un tampon PBS contenant 0,1% de Tween 20. 
D'autres tampons d'hybridation peuvent etre utilises. 
Procede 

Les acides nucleiques amplifies et marques a la biotine (echantillon) sont 
denatures soit par choc thermique, soit en presence de NaOH 1,2N, EDTA 
30 0,05 M. 

25 pi d'echantillon denature sont deposes dans le puit echantillon (ouverture). 
40 pi de reactif de liaison marque (conjugue anti-biotine) sont ensuite deposes 
dans le puit echantillon. Ces deux premieres etapes peuvent etre inversees. 
150 ul a 200 pi de tampon d'hybridation sont ensuite deposes dans le puit 
35 echantillon. 
Resultats 
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Lorsque I'acide nucleique recherche est present dans I'echantillon II migre par 
diffusion depuis la zone de collection jusqu'a la zone de detection 0C1 il se fixe a 
la sonde immobilisee sur le support. Une bande rouge apparait dans la zone 
test (lecture du test 10 a 20 minutes apres les depots). La ligne de contrdle 
5 apparait egalement dans la zone de detection et montre la bonne fonctionnalite 
des reactifs. 
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REVINDICATIONS 

1) Procede de detection d'un analyte dans un echantillon liquide 
5 comprenant les etapes suivantes : 

a) on dispose d'un support solide poreux pourvu d'une zone de 
collection et d'une zone de detection, un reactif de capture etant immobilise 
dans la zone de detection ; 

b) on depose, separement et successivement, dans la zone de 
10 collection du support solide poreux: 

1) un reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire, le 
reactif etant sous forme liquide, 

ii) I'echantillon liquide, 

c) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion 
15 capillaire du reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire et de 

I'echantillon liquide depuis la zone de collection jusqu' a la zone de detection 
du support solide poreux, 

d) on observe la mesure dans laquelle le reactif de liaison conjugue 
a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de detection. 

20 

2) Procede selon la revendication 1 dans lequel a I'etape b) on 
depose I'echantillon liquide en amont du reactif de liaison conjugue a un 
marqueur particulaire par rapport au sens de migration depuis la zone de 
collection jusqu' a la zone de detection du support solide poreux. 

25 

3) Procede de detection d'un analyte dans un echantillon liquide 
comprenant les etapes suivantes : 

a) on dispose d'un support solide poreux pourvu d'une zone de 
collection et d'une zone de detection, un reactif de capture etant immobilise 

30 dans la zone de detection ; 

b) on depose, separement et successivement, dans la zone de 
collection du support solide poreux : 

i) un reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire, ie 
reactif etant sous forme liquide, 
35 ii) I'echantillon liquide, 

iii) un diluant sous forme liquide, 
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c) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion 
capillaire du reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire, de 
I'echantillon liquids et du diluant depuis la zone de collection jusqu' a la zone 
de detection du support solide poreux, 
5 d) on observe la mesure dans laquelle le reactif de liaison conjugue 

a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de detection. 

4) Procede de detection d'un analyte dans un echantillon liquide 
comprenant les etapes suivantes : 

10 a ) on dispose d'un support solide poreux pourvu d'une zone de 

collection et d'une zone de detection, un reactif de capture etant immobilise 
dans la zone de detection ; 

b) on depose, separement et successivement, dans la zone de 
collection du support solide poreux: 

15 i) I'echantillon liquide, 

ii) un reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire, le 
reactif etant sous forme liquide, 

iii) un diluant sous forme liquide, 

c) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion 
20 capillaire du reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire, de 

I'echantillon liquide et du diluant depuis la zone de collection jusqu'a la zone de 
detection du support solide poreux, 

d) on observe la mesure dans laquelle le reactif de liaison conjugue 
a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de detection. 

25 

5) Procede selon I'une des revendications 3 ou 4 dans lequel a 
I'etape b) on depose le diluant sous forme liquide en amont du reactif de liaison 
conjugue a un marqueur particulaire et en amont de I'echantillon liquide par 
rapport au sens de migration depuis ia zone de collection jusqu' a la zone de 

30 detection du support solide poreux. 

6) Procede selon I'une des revendications 1-5 dans lequel le reactif 
de liaison conjugue a un marqueur particulaire et le reactif de capture 
immobilise dans la zone de detection permettent de detecter I'analyte par un 

35 test sandwich. 
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7) Procede selon Tune des revendications 1-5 dans lequel le reactif 
de liaison conjugue a un marqueur particulate et le reactif de capture 
immobilise dans la zone de detection permettent de detecter I'analyte par un 
test de competition. 

5 

8) Procede selon I'une des revendications 1-7 dans lequel le 
support solide poreux est un support solide poreux en forme de bande ou de 
bandelette chromatographique. 

10 9) Procede selon I'une des revendications 1-8 dans lequel le 

support solide poreux est integre dans un support de prehension pourvu d'au 
moins une fenetre d'observation permettant d'observer la mesure dans laquelle 
le reactif conjugue a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de detection 
du support solide poreux. 

15 

10) Procede selon la revendication 9 dans lequel le support de 
prehension est pourvu d'au moins une ouverture permettant respectivement le 
depot de I'echantillon liquide, du reactif de liaison conjugue a un marqueur et, 
le cas echeant, du diluant dans la zone de collection du support solide poreux. 

20 

11) Procede selon la revendication 2 dans lequel le support solide 
poreux est integre dans un support de prehension pourvu d'au moins une 
fenetre d'observation permettant d'observer la mesure dans laquelle le reactif 
conjugue a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de detection du 

25 support solide poreux ; le support solide poreux etant egalement pourvu d'une 
premiere ouverture permettant le depot dans la zone de collection du support 
solide poreux du reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire et d'une 
deuxieme ouverture, en amont de la premiere ouverture, permettant le depot 
dans la zone de collection du support solide poreux de I'echantillon liquide. 

30 

12) Procede selon la revendication 5 dans lequel le support solide 
poreux est integre dans un support de prehension pourvu d'au moins une 
fenetre d'observation permettant d'observer la mesure dans laquelle Je-reactif 
conjugue a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de detection du 

35 support solide poreux ; le support de prehension etant egalement pourvu d'une 
premiere ouverture, permettant le depot dans la zone de collection du support 
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solide poreux du reactif de liaison conjugue a un marqueur particulaire et de 
l'6chantillon, et d'une deuxieme ouverture, en amont de ia premiere ouverture, 
permettant le depot dans la zone de collection du support solide poreux du 
diluant sous forme liquide. 

5 

13) Procede selon Tune des revendications 9-12 dans lequel le 
support de prehension est constitue d'un boTtier. 
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